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Abstract of EP1001033 

The preparation of lactic flour (I.e. fermentation product) from lactic bacteria comprises: (1) fermenting an 
aqueous suspension of starchy products with amylolytic lactic bacteria in a fermentation medium; and (2) 
recovering the fermented biomass to obtain a crude lactic flour, optionally followed by fractionation. The 
preparation of lactic flour (i.e. fermentation product) from lactic bacteria comprises: (1) fermenting an 
aqueous suspension of starchy products with amylolytic lactic bacteria in a fermentation medium (with a 
dry solids content of 175 g/l) comprising an inducer of alpha -amylase biosynthesis (at least 75 g/l) and a 
starchy product (at least 100 g/l) at pH 4-6,5; and (2) recovering the fermented biomass to obtain a crude 
lactic flour, optionally followed by fractionation. Independent claim are also included for: (1) lactic powders 
comprising alpha -amylase (more than 50, preferably 70-80, enzymes units/g) and bacteria (10<10>, 
preferably 1.5 x 10<10>, viable cells/g of powder); (2) alpha -amylases obtained by the above 
preparation; and (3) a bacterial stock of Lactobacillus paracasei paracasei species, R10107 (registered 
under number 1-2030 at CNCM (27/05/1998)). 
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(54) Proc6d6 de production de farines lactiques et produits obtenus 



(57) invention conceme un proc6d6 de production 
de farines lactiques, d partir de bactSrIes lactiques, com- 

prenant la fermentation d'une suspension aqueuse con- 
centr6e de substrats amylac6s d Taide de bact6rles lac- 
tiques amylolytiques, le milieu de fermentation renfer- 
mant au moins 175 g/l de mati^re s^che en suspension 



dont au moins 75 g/l d'un inducteur de biosynth^se d'a- 
amylase et au moins 1 00 g/l de source protdique. d un 
pH de 4 d 6,5 et la recuperation de la blomasse femnen- 
t6e par s^chage ou lyophilisation, suivie le cas ^ch^ant 
d'un fractionnement. 

Applications des farines lactiques pour fermenter 
ou ^laborer des complements alimentes. 
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Description 

[0001] L'invention a pour objet un proc6d6 de production de farines lactiques et tes produits ainsi obtenus. Elte vise 
6galement les applications de ces produits. en particulier dans le domaine aiimentaire. 
s [0002] Par "farines lactiques". on entend, dans la description et les revendications. des fermentats ou biomasses 
resultant de la culture de bact^ries lactiques. 

[0003] On salt que la majoritd des etudes sur les bact^ries lactiques a concern^ le secteur laitier, d6pourvu done 
d'amidon mais riche en lactose. Quelques bact^ries ont M ddcrites au niveau taxonomique comme pouvant d6grader 
I'amldon. On citera Lactobacillus amylophillus, Lactobacillus amylovorus ou encore Lactobacillus brevis. II s'agit ce- 

10 pendant de souches tr^s peu productrices d'enzymes, de crolssance lente ou al6atoire. 

[0004] De travaux ant^rieurs des inventeurs ont en revanche conduit d I'isolement de bact^ries lactiques capables 
de d6grader Tamidon de fa9on tr^s efficace. En particulier, Lactobacillus plantarum A6, ci-apr6s LbA6 en abr6g6, a 
6t§ isol6e en 1 988 de manioc ferment6 en Afrique (Giraud et ai, Appl. Microbiol Btotechnol (1 991 ) 36:379-383. II s'agit 
d*une souche capable de crottre sur amidon et sur glycog^ne avec des perfonnances proches de celles obtenues sur 

15 glucose. II a 6t6 d^montrd que. dans des conditions de contrOle de pH. il n'est pas n^cessaire de gdlatlniser Tamldon. 
[0005] De telles bact^ries lactiques amylolytiques pr^sentent alors I'lnt^r^t de produire des a-amylases assurant 
une degradation de I'amidon cru dans des proc6d6s naturels, de tol^rer de faibtes pH de Tordre de 4,5 d 5,5, d'etre 
thermotol^rantes, leur temp6rature optimale 6tant entre 50 et 60°C, et d'§tre thermolabiles d partir de 70°C, 
[0006] En simplifiant les conditions de culture classiquement rapport^es pour ces bact^ries, les inventeurs ont cons- 

20 tate qu*lls pouvaient disposer de farines directement utiiisables pour des applications alimentaires. 

[0007] L'invention a done pour but de fournir un proc§d§ de production de farines lactiques de mise en oeuvre ais^e 
simple, 6conomique et 6cologique, realisable en continu. Elle a egalement pour but de fournir des farines lactiques d 
haute valeur ajout^e, ainsi que les ingredients, en particulier les enzymes qu'elles renferment. Selon un autre aspect, 
rinvention vise la mise d profit des proprietes avantageuses des farines lactiques et de leurs constituents en particulier 

25 dans le domaine aiimentaire et pharmaceutique. 

[0008] Le precede de production de farines lactiques seion l'invention est caracterise en ce qu'il comprend 

la fermentation d'une suspension aqueuse de substrats amylaces avec des bacteries lactiques amylolytiques, le 
milieu de fermentation renfermant au moins 175 g/1 de matiere seche en suspension, dont au moins 75 g/l d'un 
30 inducteur de blosynthese d'a-amylase, et au moins 100 g/t de substrat amylace, d un pH de 4 d 6.5. 

la recuperation de la blomasse fenmentee pour obtenir la ferine lactique brute, suivie le cas echeant d'un fraction- 
nement. 

[0009] On notera I'interdt de ce precede dans lequel on utilise un milieu de culture tres simplifie. depourvu en parti- 
35 culler de sels mineraux additionnels. comme les phosphates, sulfates, chlorures, sets ammoniacaux. 

[0010] De maniere avantageuse, les bacteries lactiques amylolytiques mises en oeuvre sent, comme indique ci- 
dessus, thermolabiles et acidotoierantes. 

[0011] II n'est done pas necessaire d'effectuer un pre-traitement thermique et une sterilisation du milieu de culture. 
Leur capaclte amylolytique leur permet de transfonrier Tamidon cru non gelatinise en acide lactique sans addition d'a- 
40 amylase exogene, ni de pre-hydrolyse chlmique ou thermique. Des bacteries d'interdt pour la mise en oeuvre du pro- 
cede, assurant des bloconversions avec des rendements eieves pouvant atteindre 90 e 95%, comprennent Lb A6 et 
des bacteries productrices de L(+) lactate, notamment de Tespece Lactobacillus paracasei paracasei, en particulier 
de souches de ce type resistantes e la nisine. On citera specialement la souche de Lactobacillus paracasei paracasei, 
designee ci-apres par R10107. deposee le 27 mai 1998 e la CNCM (Collection Nationale de Culture de Microorganis- 
ms mes) e rinstitut Pasteur sous le n'^' 1-2030. Cette souche est nouvelle et, en tant que telle, entre dans le champ de 
rinvention. Elle provient de bac de rejet de sous-produits et d*effluents de manioc fermente. 
[0012] La position taxonomique de R10107 a ete confirmee par la technique moieculaire de I'ARN 16S. Le sequen- 
(age d'une partie de son ARN, compare aux banques de donnees de genes, a confirme son appartenance e Tespece 
Lactobacillus paracasei paracasei, etant donne sa tres forte homologie avec la sequence de I'ARN IBS de la souche 
50 type decrite. 

[0013] Une etude physiologique du milieu MRS-amldon et MRS-glycogene montre qu'elle est capable de degrader 
et assimiler I'amldon et le glycogene, avec une biosynthese eievee d'a-amylase et des rendements de transformation 
en acide lactique voisins de ceux obtenus avec le glucose, d savoir de plus de 98%. 

[0014] De maniere avantageuse. il s'agit d'une souche homolactique, produisant pratiquement exclusivement la 
55 forme L{+) de I'aclde lactique, d savoir celle assimilable par I'organisme humain. Par le test Bohringer. on mesure une 
production de 94.1% d'acide L{+) lactique centre 5,8% d'acide D-lactique. 
[0015] Les Inventeurs ont egalement mis en evidence la forte resistance d la nisine de R10107. 
[0016] Dans les etudes reatisees, on observe ainsi une zone d'inhibition pour une concentration de 1 g/l de nisine, 
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inf6rieure ^ 1 mm. 

[0017] Cette resistance d la nisine a 6galement 6t6 observ6e avec Lb A6. avec une zone d'inhibition de 1 0 d 1 2 mm. 
[0018] Cette propriety de resistance d la nisine des souches bacteriennes, qui s'ajoute d leurs autres propriet6s 
avantageuses, constitue un caract6re de grand int6r6t, etant donn6 que la nisine est une substance bactericide d trds 
s large spectre, active non seulement centre les Gram-*- mais aussi centre les Gram-, et en particulier de nombreux 
pathogenes de I'intestln. II s'agit notamment du seul "antibrotique" qui soit autorise comme additif dans les aliments. 
[0019] Dans une variante de realisation de Tinvention, lesdites bacteries lactiques amylolytiques resistantes e la 
nisine sent mises en co-culture avec des souches productrices de nisine. 

[0020] Les bacteries utilisees selon Tinvention sont mises en oeuvre d des concentrations de et 10^/ml. 
10 [0021] Les Inducteurs de synthese d'a-amylase par les bacteries sont avantageusement des produits amylaces, 
comme le manioc ou les farines de cereales. ou des sources de carbone, comme le cellobiose ou le glycogene. Comme 
source proteique, on a avantageusement recours d des produits tels que la farine ou le lait de soja, ou des hydrotysats 
proteiques, par exemple le com steep liqueur. 

[0022] De maniere avantageuse. la duree de fermentation peut etre courte, notamment de I'ordre de 1 2 d 24 heures. 
15 [0023] La biomasse formee est recuperee et constitue la totalite du milieu de culture. Elle peut etre simplement 
deshydratee en vue d'applications ulterieures, sans necessite de post4raitements d'extraction complexes et coOteux, 
ni separation de la biomasse du milieu de culture et elimination de sels chimiques. On notera avec interdt le caractere 
ecologique de cette technologie qui ne g6nere pas d'effluents. 

[0024] Un ou plusieurs des elements constitutifs de la farine fermentee brute peuvent etre seiectivement separes, 
20 si on le souhaite, au cours d'une etape ulterieure. 

[0025] 11 est ainsi possible d'isoier I'a-amylase produite sous forme concentree ainsi que I'acide lactique. 

[0026] L'a-amylase est separee par exemple de la biomasse par ultrafiltration et peut etre alors purifiee et formuiee 

selon les applications envisagees. 

[0027] La purification comprend par exemple un traitement de precipitation au sulfate d'ammonium. d'adsorption et 
25 d'eiution sur support de chromatographie. 

[0028] De mSme I'acide lactique prodult par fermentation des bacteries mises en oeuvre peut etre isoie de la bio- 
masse, en operant comme ci-dessus par exemple par ultrafiltration. Le produit est alors purifie en vue d'applications 
ulterieures. 

[0029] Une valorisation suppiementaire est apportee au precede de I'invention lorsqu'on recupere les bacteries e 

30 partir de la biomasse. 

[0030] L'invention vise 6galement, en tant que produits nouveaux, les farines lactiques brutes obtenues. 
[0031] Ces farines sont caracterisees par une forte concentration en a-amylase et en bacteries. 
[0032] Ainsi, leur concentration en enzyme est sup6rieure d 50 Unites d'enzymes/g, et peut mdme ais6ment atteindre 
70 ou 80 Unites/g. Leur concentration en bacteries est superieure ^10^^ cellules viables/g de farine et attaint gene- 

35 ralement 1 ,5. 10^^ cellules vlables/g de farine. 

[0033] Les analyses microbiologiques montrent que dans les conditions de culture non steriles, les contaminants 
naturels des farines lactiques ne se developpent pas et ont meme une forte tendance e diminuer, voire e disparaitre. 
[0034] Selon un aspect de grand interet. les proprietes rheologiques de ces farines sont telles qu'elles permettent 
de fabriquer des aliments d plus forte densite energetique pour une meme viscosite, grdce e la presence e la fois d'a- 

^0 amylase et d'acide lactique dans la farine lactique. 

[0035] De plus, selon un aspect avantageux de Tinvention, les bacteries lactiques mises en culture sont des germes 
GRAS (Generally Recognized As Safe). Elles sont done partlculierement appropriees pour des usages en alimentation. 
[0036] Les farines de l'invention sont ainsi directement utilisables comme additifs en panification, pour favoriser le 
developpement de la levure de boulangerie iors du levage de la pdte, et provoquer dans le meme temps Tacidification 

^5 lactique qui permet d'obtenir la caracteristique aciduiee du pain au levain naturel. Elles sont ainsi utilisables comme 
additifs pour la fabrication de pain, pizza, biscuit ou patisserie. 

[0037] Leur utilisation permet aussi une plus longue conservation grdce e I'acide lactique qu'elles contiennent qui 
freine la recontamination par des microflores bacteriennes ou fongiques. 

[0038] Ces farines sont egalement utilisables en malterie pour favoriser le developpement de la levure de biere et 
50 renforcer la teneur en amylase du malt. 

[0039] D'une maniere generale, les farines lactiques sont utilisables comme additife probiotiques dans des prepa- 
rations de type alimentaire. dietetique ou pharmaceutique. 

[0040] Les enzymes purifrees isoiees selon Tinvention sont utilisables. en panification classique de pain doux, sans 
production d'acide lactique. grdce e Taction de I'enzyme sur I'amidon cm de la farine de bie, ce qui permettra un 
55 developpement plus rapide et plus intense de la levure pour la levee de la pdte. Une autre utilisation des enzymes 
concement les applications pharmaceutiqiies par exemple comme aide digestive, dans des cas de carence de fabri- 
cation de sues digestifs, ou pour une meilleure digestion d'amidons crus, mal cuits. retrogrades ou peu digestes. Ces 
a-amylases peuvent egalement favoriser rasslmilation du glycogene. 
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[0041] Les farines brutes selon I'invention ainsi que las a-amylases produites peuvent etre dgalement utjlis6es com- 
me additifs dans des soupes, plats cuisines ou crimes gtac6es. 

[0042] D'autres caract^ristiques at avantages de I'invention sont donnas dans les exemples qui sulvent. 
5 Exemple 1 : Production de farines lactiques par femfientation de Lb A6. 
[0043] 

- farine F1 

10 On utilise un milieu de culture compos6 uniquement de farine de manioc, en tant que produit amylac6, d raison 

de 300g/l, et de farine de soja. comma source prot^ique, d raison de 100g/l. 

Le pH du milieu est de 5 J5. On ajoute 100 ml d'Inoculum de Lb A6 Issu de 24 h d'6tuve. Le pH est alors de 
5,18 et est ensuite r6gul6 par ajout de soude 2N. 

La fermentation est r6alis6e d ZO^'C, Apr^s 2h de fermentation, le pH est dimlnu6 d 5, puis apr^s 22h de 
15 fermentation, est infdrieur d 4. 

Aprds 24h de fermentation, on r6cupdre le milieu de culture, on le lyophllise et on r6duit en poudre par broyage. 
On obtient 378, 56g de farine brute. 

- farine F2 

20 On opdre comme pr6c6demment. mais on r6gule le pH d 5.5 par ajout de chaux 2N. On r6cupdre 385,5g de 

farine lyophllis6e. 

- farine F3 ^ 

On opdre comme pour la farine F1, mais le femnentat r6cup6r6 est s6ch6 sous hotte ventil6e pendant 48h, 
25 puis broy6 d I'aide d*un robot 6lectrique. 

Comme t^moin, on utilise un milieu classique renfermant 150g de farine de manioc et 500ml de lait de soja. 
On congdie ensuite le femnentat, puis on le lyophllise. 
Les farines brutes sont soumises d une analyse HPLC. 

30 Les ^chantillons sont dilu6s au 6^me. 

[0044] On a applique le protocole suivant : 

On utilise 2,5 g de farine lyophilis^e dans 50 ml d'eau. Cette suspension est soumise d agitation puis acidifi^e d I'aide 
de HC1 11 N jusqu'd pH 2 et d nouveau soumise d agitation. On pr^ldve 1.5 ml qu'on distribue dans des eppendorfs. 
35 On precede d une centrlfuigation pendant 10 min. d 10 000 rpm. On pr6l6ve 1 ml du sumageant. qu'on r^partit dans 
des eppendorfs. Les produits sont congel^s lorsque {'analyse ne peut §tre effectude Immddiatement On precede 
ensuite d une filtration avec des filtres de 0,45 ^m, puis on injecte les produits dans la colonne HPLC. 
[0045] Les r^sultats donnds ci-aprds sont exprim6s en pourcentage d'acide lactique par gramme de farine : 

40 6chantillon t6moln 1% 

F1 : 8.9 % 
F2 : 8.35% 
F3:8.01% 

45 [0046] L'6tude de I'effet du type de fenmentatlon sur la relation viscosity/concentration dans les bouillles donne les 
r6sultats suivants : 

[0047] Les farines F1 . F2, F3 pemnettent de preparer pour une mSme viscosity des bouillles ayant des concentrations 
de 20 d 50 % plus 6lev6es qu'avec les t^moins. 

[0048] On dispose ainsi de bouillles fortement concentr^es en a-amylases, de plus forte valeur 6nerg6tique. 
50 [0049] Les fermentations effectu^es conform^ment d I'invention permettent done une amelioration substantielle de 
la density ynerg6tique des bouillies. On rapporte dans le tableau suivant la composition biochimique de farine fermen- 
t6e Lb AG et sdchye au rotavapor. 
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75/100 


75/100 


100/100 


100/100 
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300/100 



4 



EP 1 001 033 A2 



(suite) 



10 



15 



20 





F1 


F2 


F3 


F4 


r O 


F8 


FA 

no 






7 nfl 


10 11 


Q 1R 


*i O*^ 




7 7R 


70 rroieines 






















in AO 


17 OA 




iA A7 




/o oucres 
























3 4S 


3 74 


3 2Q 


3 34 


/o Mmiaon 




















24 43 




28 fi 


')4 8Q 


32 4 


3^ (^iQ 


% Lipides 


















14,06 


9.8 


10,97 


9.37 


6.68 


6.76 


5.62 


/o r lures 


















2,17 


2.58 


2.58 


2,14 


3.1 


2.1 


2,52 


PH 


















5,55 


5,29 


5.04 


5 


5,08 


5 


5,13 


Ac. Lactique 
















% 


13.28 


13.5 


16 


13,55 


11,16 


13.51 


13,77 


Amylase 
















(UE/L) 


4565.3 


4220.81 


7552.07 


6991.61 


4491.25 


4893.25 


7200.66 



25 [0050] Les comptages microbiologiques d 0 h et 24 h de fermentation lactique. montrent clatrement I'effet de domi- 
nance de la souche Inocul^e dans un environnement non aseptique qui permet m§me de r^duire de fagon trds notable 
les taux de contamination de fahnes, ce qui repr^sente un avantage d§cisif pour la fabrication industrielle de farines 
naturelles non trait^es. tout en assurant une s6curit6 de fermentation lactique contr6l6e. 

EXEMPLE 2 : Production de ferine par fermentation de bact^ries lactiques 

[0051] On utilise comme milieu de culture 50 ml de lait de soja et 15 g de farine soit de manioc (a), soit de bl6 (b) 
dans un erien de 100 ml. 

[0052] On inocule avec 4 ml de Lb A6 ou R10107. 
35 [0053] On lyophilise les fermentats r6cup6r6s et on mesure la perte de poids : 

bl6 : Pds j = 67 Pds f=58.98g Perte de poids = 11 .97% 
manioc : Pds | =67 g Pds f=59,89g Perte de poids=10,61% 

<o poids sees sont r6alis6s sur les 6chantillons lyophilis^s : 

Teneur en eau du bl§ : 3.7% 
Teneur en eau de manioc : 2,86% 
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pH 




A6 


R10107 


Manioc 0 h 


5.35 


5.27 


Manioc 24 h 


3.66 


3,70 


BI6 0h 


5,20 


5.29 


B\i 24 h 


3,34 


3.40 
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Souches 


Acidit6s (N) 


BI6 A6 


0.0034 


BI6 R10107 


0,0031 


Manioc A6 


0.0022 


Manioc R10107 


0,0026 



EXEMPLE 3 : Proc6d6 d'obtention d'acide L-i- lactique 

[0054] On utilise una suspension amylac6e concentrde, sans traitement thermique, de 300g/l de ferine d*amidon cm 
et de 100g/l de farine de soja. On ajoute uh inoculum de 10% (v/v) d*une pr6culture de R10107 qui permet d'obtenir 
3x10^ UFC/ml dans le milieu inocul6 au temps initial. On realise le proc6d6 en continu en r^gulant le pH d 5.5 en 
utilisant de carbonate de calcium comma agent neutralisant qui provoque la pr6cipitation du lactate de calcium d forte 
concentration d'acide lactique dans le milieu. 

[0055] Aprds 24 h de culture, on obtient une concentration sup6rieure d 30g/l d*acide lactique, dont 94.1% sous 
forme L-*-lactique et une concentration cellulaire de 2,3 x 10^^ UFC/ml, soit une biomasse de 10 000 fois supdrieure, 
avec un taux de croissance de 1 ,45 

[0056] Une double ultrafiltration, sur membranes calibr6es, permet de r6cup6rer une premiere fraction contenant 
I'acide L(+) lactique concentr6, puis Ta-amylase dans une seconde fraction concentr6e. Le r6tentat contient une forte 
concentration cellulaire de cette bact6rie aux propri6t6s probiotiques pour d'autres usages alimentalres. Ceci penmet 
d*obtenlr une triple valorisation du proc6d6. 



EXEIWPLE 4 : Production de farines lactiques d Taide de co-cultures 

[0057] On realise directement une co-culture dans le milieu de culture trds simplifid de Texemple 3, inocul§ non 
seulement par la souche R10107 amylolytique, mais 6galement par la souche Lactococcus lactis ATCC 14454, pour 
obtenir une concentration initiale de 3. 1 0^ UFC/ml (concentration dix fois sup6rieure d celle de Lb paracasei R1 01 07). 
Cette co-culture directe sur milieu de culture trds simple d base d'amidon. r^sultat d'une relation symbiotique entre la 
souche amylolytique qui fournit la source de carbone assimilable, et la souche productrice de nisine qui protege des 
contaminations 6ventuelles en milieu non sterile, permet d'obtenir en moins de 48 heures un milieu de culture qui 
contient les deux microflores vivantes d haute concentration (environ 10^ UFC/ml de cheque bact6rie lactique) d fort 
pouvoir amylolytique, contenant 60 g/l d'acide L-lactique et surtout une concentration minimale de 0.5 d 1 g/l de nisine. 
L'obtention de nisine par cette voie con-espond d une fabrication de faible cout. . 

[0058] Par s6chage de ce milieu de culture, on obtient une farine probiotique qui poss^de un pouvoir antibiotique 
autoris6 pour Talimentation humaine ou animale, de bonne conservation et pouvant done servir d'ingr6dient alimentaire 
compte tenu de ses bonne propri6t6s d'acceptabilit^ alimentaire. 

[0059] L'invention fournit done une technique de fermentation simplifi^e dans laquelle, de mani^re originale. on 
n'utilise aucun traitement thermique que ce soit pour g6latiniser I'amidon, pasteuriser ou steriliser le milieu. La fermen- 
tation lactique se d^roule ainsi en presence de la microflore naturellement pr^sente dans les farines et eaux utilis^es. 
grdce d I'inoculation des souches lactiques amylolytiques mises en oeuvre. 



Revendications 

1. Procdd^ de production de farines lactiques, d partir de bact^ries lactiques. caract6ris6 en ce qu'il comprend 

la fermentation d'une suspension aqueuse de produits amylac6s avec des bact^ries lactiques amylolytiques, 
le milieu de femientation renfemnant au moins 175 g/l de mati6re s§che en suspension, dont au moins 75 g/l 
d'un inducteur de biosynth^se d'a-amylase, et au moins 100 g/l de produit amylac6, d un pH de 4 d 6,5, 
la recuperation de la biomasse fermentee pour obtenir la farine lactique brute, suivie le cas 6cheant d'un 
fractionnement 

2. Precede selon la revendication 1 caracterise en ce qu'on utilise des bacteries lactiques amylolytiques thermola- 
biles, acidotoierantes, capables de degrader I'amidon cru non gelatinise. 

3. Precede selon la revendication 2, caracterise en ce qu'on utilise Lactobacillus plantarum A6. 
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4. Proc6d6 seton la revendication 2. caract6ris6 en ce qu'on utilise des bact^ries lactiques, amylolytiques. produc- 
trices de li-*-) lactate, en particulier r6slstantes d la nisine. 

5. Proc6d6 selon la revendication 4 , caract6ris6 en ce qu'on utilise une souche bact6rienne de I'esp^ce Lactobacillus 
5 paracasel paracasei 

6. Proc6d6 selon la revendication 5, caract6ris§ en ce qu'on utilise la souche R10107 d6pos6e le 27 mai 1998 d la 
CNCM sous le n"" 1-2030. 

10 7. Procddd selon Tune quelconque des revendications 1 d 6. caract6ris6 en ce qu'on met en oeuvre les bactSries d 
des concentrations de 10® d 10^ UCF/ml. 

8. Proc6d6 selon Tune quelconque des revendications 1 d 7, caract6rls6 en ce qu*on realise une co-culture avec des 
souches bact^rlennes productrices de nisine. 

15 

9. Proc6d6 selon Tune quelconque des revendications 1 d 8, caract6ris6 en ce que le milieu de fermentation renferme 

au moins 400 g/l de mati^re s6che en suspension. 

10. Proc6d6 selon Tune quelconque des revendications 1 d 9, caract6ris6 en ce qu'on utilise, comme inducteur de 
20 synthase d*a-amylase, des produits amylac^s comme des farines de c6r6ales, ou des sources de carbone, comme 

le cellobiose ou le glycogdne. 

11. Proc6d6 selon Tune quelconque des revendications 1 d 10, caract6ris6 en ce que les produits amylacds ne sont 
pas soumis d un traitement thermique et ne sont additionn^s de sets min6raux. 

25 

12. Proc6d6 selon Tune quelconque des revendications 1 d 11. caract6ris6 en ce qu'on utilise, comme produits amy- 
lac§s, des produits tels que la farine ou le lait de soja. 

1 3. Proc6d§ selon t'une quelconque des revendications 1^12, caract6ris6 en ce que la blomasse femient6e r6cup6r6e 
30 est s^ch^e et lyophilis6e. 

14. Proc6d6 selon la revendication 13, caract^risd en ce qu'on s^pare au pr6alable, de la farine brute, Ta-amylase 
produite sous fomne concentr^e et/ou Tacide lactique et/ou les bact6ries. 

35 15. Farines lactiques, caract^ris^es par une concentration en a-amylase sup^rieure A 50 Unites d'enzymes/g. notam- 
ment de 70 ou 80 Unit6s/g et une concentration en bact^ries sup^rieure d 10^^ cellules viables par g de farine, 
notamment de I'ordre de 1 ,5.10^° cellules viables par g de farine. 

16. a-amylases telles qu'obtenues selon le proc6d6 de la revendication 14. sous forme appropri^e d leurs applications 
40 dans le domaine alimentaire, dl6t§tlque, ou pharmaceutique. 

17. Souche bactdrienne de I'esp^ce Lactobacillus paracasei paracasei, R10107, d6pos6e le 27 mai 1998 d la CNCM 
sous le n°l-2030. 

45 18. Applications des farines lactiques selon la revendication 15 et de leurs composahts, notamment desa-amylases 
selon la revendication 16, des bact^ries lactiques amylolytiques et de I'acide L{*) lactique, pour r6laboration de 
complements alimentaires probiotiques ou di§t6tiques. 

19. Utilisation des farines lactiques selon la revendication 15 et/ou des a-amylases selon la revendication 16, en 
50 panification. 

20. Utilisation des farines lactiques selon la revendication 15 et/ou des a-amylases selon la revendication 16, en 
malterie. 

55 21. Utilisation des a-amylases selon la revendication 16, pour la fabrication de medicaments utilisables comme aide 
digestive ou pour favoriser rassimilation du glycog^ne. 
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